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飞 蝗 发 育 相 关 基 因 Omb 的 克隆 、 原 核 表 达 
及 时 空 表 达 分 析 
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(河北 大 学 生命 科学 学 院 , 河北 保定 071002 ) 


摘要 :【 目的 】 本 研究 克隆 飞 蝗 Locusta migratoria. 发 育 相 关 的 optomotor-blind ( Omb) 基 因 , 并 对 其 进 
行 序列 和 表达 分 析 , 旨 在 更 好 地 了 解 Omb 基因 在 飞 蝗 翅 发 育 中 的 作用 及 为 进一步 帮 灾 的 治理 和 防 
治 提供 新 的 理论 依据 。【 方 法 】 利 用 RT-RCR 扩 增 飞 蝗 Omb 基因 cDNA 序列 ,采用 生物 信息 学 软件 
分 析 该 基因 的 核 苦 酸 和 氨基酸 序 列 , 利 用 MEGA 6.0 构建 昆虫 纲 分 子 系 统 进 化 树 ;构建 重组 表达 载 
体 pET-30a/ LmOmb , $468] X Wa 4T A Escherichia coli BL21 ( DE3) 中 ,SDS-PAGE 及 Western blot 鉴定 
重组 表达 蛋白 ;基于 qPCR 技术 分 析 Omb 基因 在 飞 蝗 不 同 发 育 时 期 及 成 来 不 同 组织 中 的 表达 谱 。 
[ ZR] LIEGE EX Omb 基因 部 分 cDNA 序列 ,命名 为 LnOmb( GenBank 登录 号 : MG867658) ,其 
K 792 bp ,编码 264 个 氨基 酸 ,在 第 37 -219 位 氨基 酸 之 间 存 在 一 个 T-box superfamily 保守 结构 域 。 
同 源 序 列 比 对 分 析 表 明 LmOmb 与 褐飞虱 Nilaparvata lugens NIOmb 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 93% 。 在 
IPTG 诱导 下 目标 蛋白 以 6xHis 标签 融合 蛋白 的 形式 在 宿主 菌 中 得 到 稳定 表达 。 荧 光 定 量 PCR 结 
RET LmOmb 基因 在 飞 蝗 不 同 发 育 时 期 均 有 表达 ,其 中 胚胎 期 的 表达 量 最 高 ,进入 若虫 期 后 表达 
量 下 降 , 且 各 冷 若 忠 之 间 表 达 量 相对 平稳 。Lm0Omb 基因 在 上 唆 性 和 雄性 成 来 的 胸部 \ 足 腹部 和 起 中 
都 有 表达 , 且 肉 性 和 雄性 之 间 表 达 量 明显 不 同 。【 结论 】 Lm0Omob 基因 可 能 参与 了 飞 蝗 的 胚胎 发 育 。 
研究 结果 为 进一步 研究 飞 蝗 LmOmb 的 功能 提供 了 依据 。 
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Cloning, prokaryotic expression and spatio-temporal expression profiling 
of the developmental gene optomotor-blind ( omb) in Locusta migratoria 


( Orthoptera: Acrididae) 

ZHANG Xiao-Hong, FENG Li, LIU Ya-Chao, QIAO Ning, YIN Hong ' ( College of Life Sciences, Hebei 
University, Baoding, Hebei 071002, China) 

Abstract: [Aim] The objective of this study is to clone the coding sequence of the developmental gene 
optomotor-blind (omb) in Locus migratoria and to analyze its structure properties and expression profiles, 
so as to further understand the role of omb in the wing development of L. migratoria and to provide a new 
fundamental evidence for the pest management and control. [ Methods] The cDNA sequence of omb was 
amplified from L. migratoria with RT-PCR, and the nucleotide and deduced amino acid sequences of the 
gene were analyzed using different bioinformatics software. The phylogenetic tree was constructed using 
neighbor-joining method of MEGA 60.0. The recombinant expression vector pET-30a/LmOmb was 


constructed and transformed into Escherichia coli BL21 ( DE3). The recombinant protein was identified 
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by SDS-PAGE and Western blotting. The expression profiles of omb in different developmental stages and 
adult tissues of L. migratoria was detected by qPCR. [Results] We cloned the partial cDNA sequence of 
omb from L. migratoria, which is named LmOmb ( GenBank accession no. : MG867658) and 792 bp in 
length encoding 264 amino acids, with a conserved T-box superfamily domain between 37 — 219 amino 
acids. Homologous sequence alignment analyses showed that LmOmb has 93% amino acid. sequence 
identity with NlOmb of Nilaparvata lugens. The recombinant expression vector pET-30a/LmOmb was 
constructed and the target protein was stably expressed in host bacteria in the form of 6 x His tag fusion 
protein after IPTG induction. The qPCR result revealed that LmOmb was expressed in L. migratoria at 
different developmental stages, and the expression level was the highest in the embryonic stage. The 
expression level of LmOmb decreased in the nymphal stage, and was relatively stable among nymphs of 
different instars. LmmOmb was expressed in the thorax, leg, abdomen and wing of adults, and showed 
obviously different expression level between male and female. [ Conclusion] LmOmb may be involved in 


the embryonic development of L. migratoria. The results provide a basis for further studying the function 


of LnOmb in L. migratoria. 


Key words: Locusta migratoria; Omb; gene cloning; prokaryotic expression; expression profile 








昆虫 是 地 球 上 现存 最 早 的 飞行 动物 ,也 是 目前 
地 球 上 种 类 最 多 ,分 布 最 三 的 生物 。 屁 虫 邓 的 起 源 、 
发 生 和 分 化 被 认为 是 最 为 重要 的 生物 进化 事件 之 
—. AC MIR NBI A A BOTAS IP XH BSE NNUS 
育 都 有 不 同 的 信号 通路 参与 ,通过 信号 通路 激活 其 
下 诉 不 同 的 靶 标 基因 ,从 而 调 世 确 芽 细胞 的 生命 活 
动 ,包括 Hh 信号 通路 、Dpp 信号 通路 、Wnt 信号 通 
路 和 JNK 信号 通路 等 ;而 参与 这 形成 .分 化 和 发 育 
的 肢 标 基因 中 有 90% 是 相关 的 同 源 体 ,并 且 这 些 基 
因 的 结构 域 高 度 保 守 , 这 说 明 昆 虫 码 形成 和 发 育 的 
基本 机 制 是 比较 相似 的 ,但 在 码 的 分 化 和 发 育 上 , 模 
式 昆 虫 家 符 和 采 蝇 (完全 变态 昆虫 ) 与 其 他 昆虫 (不 
完全 变态 昆虫 ) 仍然 具有 很 大 的 差别 ,这 些 差 异 和 
差异 产生 的 分 子 机 制 值 得 我 们 次 入 研究 (Morata and 
Lawrence, 1975; Crick and Lawrence, 1975; Basler 
and Struhl, 1994; Capdevila and Guerrero, 1994; 
Belenkaya et al., 2004; McClure and Schubiger, 
2005 ; xl z& T S5, 2013; Liu et al., 2014; PYRA AS, 
2017), 

Dpp 信和 号 通路 是 非常 重要 的 信号 通路 之 一 ,其 
HRAFN A o Omb (optomotor-blind ) 是 
Dpp fii SMA F FIERE ,是 昆虫 发 育 中 重要 
的 基因 之 一 ,在 昆虫 胚胎 发 育 过 程 的 特定 区 域 表 达 ， 
属于 T-box 家 族 基 因 , 有 具有 高 度 保守 的 结构 域 ,编码 
T-box 转录 因子 (Pflugfelder et al., 1992) , 目前 ,对 
T-box 基因 家 族 的 功能 尚 不 清楚 ,只 有 少数 的 靶 标 
基因 的 功能 得 以 鉴定 。Omz2 基因 最 先 被 发 现在 果 



































蝇 大 脑 视 觉 脑 中 枢 叶 ,随后 又 有 人 研 完 发 现 Omb 基因 
是 采 晶 翅 原 基 和 腿 原 基 发 育 中 必 不 可 少 的 基因 之 一 
( Pflugfelder and Heisenberg, 1995; 
Pfugfelder, 1996; Cook et al., 2004; Del Alamo 
Rodriguez et al., 2004) > 0378 BE2E AX, E SR LA 
H8 Az E , Omb 基因 以 一 种 对 称 的 浓度 梯度 形式 分 
fg E Bij/ Je: Di [RH] JF ( anterior/posterior, A/P ) 的 两 
侧 ,该 基因 的 正常 表达 对 于 维护 A/P 隔 间 边 界 细胞 
的 正确 形 貌 起 着 关键 性 的 作用 ; 当 Omb AARE 
W, A/P 隔 间 边界 细胞 发 生 缩 短 内 陷 , 进 而 导致 A/ 
P 隔 间 边界 出 现 明 显 的 深 沟 , 30€ — JE: ACE AL S8 EE] 
正常 发 育 , 导致 成 里 翅 出 现 残疾 (Dworkin and 
Gibson, 2006; Shen et al., 2008, 2010) 。 当 Omb 基 
突变 或 经 RNA 干扰 后 , RE RR Drosophila 
melanogaster HR Bia [H] 3] tH IE Y Apterous (选择 者 基 
因 ) 的 异 位 表达 ,表明 正常 的 选择 基因 的 表达 也 需 
要 Omb 基因 的 存在 ( 陈 敏 等 , 2016 ) 。 

K HB Locusta migratoria 5E J& F A W H 
( Orthoptera ) t8 总 科 ( Acridoidea ) PE xH tH P} 
( Oedipodidae) Kg) Locusta, 发 育 为 不 完全 变态 昆 
虫 ;分布 从 温 市 到 热 市 ,在 全 球 的 分 布 面积 非常 广 
沁 ,是 重要 的 农业 害虫 ( 朱 恩 林 ,，1999 ) , Dii C4 
的 方法 目前 主要 为 有 机 农药 治理 , 它 不 仅 给 生态 环 
境 市 来 无 可 改变 的 污染 ,对 人 类 的 健康 也 有 严重 的 
威胁 (Yang et al., 2009) 。 因 此 利用 RT-PCR 技术 
EFIRI KEE Omb 基因 的 功能 ,将 为 昌 灾 的 治理 
和 防治 提供 分 子 数 据 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 

K D. migratoria 卵 购 于 河北 沧州 蝗虫 弈 殖 基 
地 , 置 于 人 工 气 候 箱 (温度 30 +2Y ,相对 湿度 为 
4096 x 1096 左右 , 光 周 期 14L: 10D) IRAE , oe T [1] 
—AILUXC BU Ha To e B 2» ET REA TRIS ERDE o 

实验 试剂 RNAiso Plus, PrimeScript"" RT 
Reagent Kit with gDNA Eraser, LA-Taq 酶 , 限制 性 内 
HJ BamH I 和 EcoR I , SYBR Premix Ex Taq™ |l 
(Tli RNaseH Plus), RNase Free Water 等 均 购 于 大 
连 宝 生物 工程 有 限 公 司 ; 感 党 态 细 胞 BL21 ( DE3) 、 
EH Marker 和 Ni-NTA 杀 和 层 析 柱 购 目 北 京 全 式 金 
生物 有 限 公 司 , KITA Escherichia coli DH5a 和 
pET-30a 由 本 实验 室 保 存 ,Anti-His Antibody Hi ER 
IgG-HRP 购 目 上 海 生 工 有 限 公 司 , 胶 回收 试剂 使 和 
ECL 发 光 液 购 自 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公 司 ; 其 他 
试剂 均 为 国产 分 析 纯 ,引物 由 办 州 金 唯 智 科技 有 限 
公司 合成 。 
1.2 总 RNA 的 提取 和 反 转 录 

根据 Total RNA 提取 试剂 说 明 书 进行 ,提取 飞 
量 成 虫 足 、 胸 部 ` 志和 腹部 等 不 同 组 织 , 收 集 扩 晶 
1 -9 H sit Cip BE RS BEER IS 1 日 龄 ,收集 卵 块 , 放 入 
沙土 进行 培养 ,每 隔 24 h 从 沙土 中 取 50 粒 卵 粒 作 
2 HBÓt,H 4 m E) Men. 1-5 龄 不 同 天 数 的 
奋 虫 虫 体 及 雌性 和 雄性 成 虫 完 整个 体 的 总 RNA ,并 
采用 NanoDrop 2000 微量 紫外 分 光 光 度 计 测 定 RNA 
浓度 ,按照 PrimeScript” RT Reagent Kit with gDNA 
Eraser 说 明 书 方法 合成 cDNA 第 1 链 , 和 直接 进行 后 
续 实 验 或 者 -20 人 CC 保存。 
1.3 引物 设计 

基于 NCBI GenBank 中 已 经 公布 的 昆虫 Omb 基 
因 序列 ,结合 本 实验 室 测 得 飞 晶 转录 组 数据 和 中 
科学 院 动 物 研 究 所 康乐 研究 员 人 研究 组 提交 的 基因 组 
数据 库 , 获 得 飞 晶 目的 基因 cDNA 的 部 分 序列 , 采 
用 Primer 5.0 软件 设计 扩 增 引物 、 灾 光 定 量 引物 及 
表达 引物 ,引物 由 办 州 金 唯 智 生物 有 限 公 司 合成 , 引 
物 序列 见 表 1 。 
1.4 Kig Omb 基因 克隆 与 测序 

以 1.2 TERKEREN KE cDNA 作 
为 模板 ,采用 表 1 中 引物 Omb-Fl/Omb-R1 扩 增 日 
的 基因 ,PCR 扩 增 反应 体系 为 20 uL: 10 x LA PCR 
Buffer 2 uL, dNTP Mixture 1. 6 uL, LA-Taq DNA 























polymerase 0. 2 kwL， 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 
l uL, cDNA 2 uL, 超 纯 水 12.2 pL, PCR 反应 条 
件 : 94C 预 变 性 5 min; 94% 变性 1 min, 60% 退火 
30 s, 72% 延伸 1 min， 循 环 35 次 ; 72% 再 延伸 
10 min; PCR 反应 结束 后 ,用 1% BOIS Pe SEDE FL UK 
检测 ,PCR 产物 切 胶 回 收 送 华 大 基因 公司 测序 。 
1.5 生物 信息 学 分 析 

采用 NCBI 中 的 BlastP(http: // blast. ncbi. nlm. 
nih. gov/ Blast. cgi) 工具 进行 氨基 酸 序 列 同 源 性 分 
析 , 运 用 在 线 软 件 工 具 NCBI Conserved Domains 
( http: // ww. w. ncbi. nlm. nih. gov/Struc ture/c dd/ 
wrpsb. cgi) 分 析 保 守 结 构 域 ,利用 DNAMAN 6.0 软 
(PR itt Omb eX ERE FF 71 Ej CL EDS H Eb rS RE 
他 物种 的 Omb S4 ERIT 5l ETT Eo], 2H] MEGA 
6.0 软件 中 的 邻接 法 (neighbor-joining ) 对 已 报道 物 
种 的 Omb 同 源 基 因 推 导 的 氨基 酸 序列 构建 系统 进 
化 树 ,其 系统 发 生 树 进行 1 000 次 重 抽样 构建 。 
1.6 原核 表达 及 Western blot 检测 

利用 引物 Omb (BD )-F2ZOmb(BD)-R2 ,以 1.2 
方 合成 的 胚胎 发 育 时 期 的 飞 旦 cDNA 为 模板 进行 
PCR 扩 增 ,通过 酶 切 重 组 方法 将 扩 增 产物 插入 pET- 
30a 载体 , 构建 重组 表达 载体 ,转化 感受 态 细胞 
BL21 ( DE3) 后 , 涂 板 挑 单 克 隆 检 测 。 将 阳性 克隆 在 
LB/Kan 培养 基 中 于 37% 培养 至 0D, 为 0.6 ~1.0 
时 ,加 入 0.1 和 0.5 mmol/L IPTG 进行 诱导 表达 ,并 
HIRIN IPTG 的 处 理 组 作为 阴性 对 照 。 离 心 收集 
落体 超声 波 破碎 后 ,7 000 r/m 离心 10 min ,分 离 上 
清和 沉 泻 后 , SDS-PAGE 检测 样品 。 随 后 对 市 有 组 
须 酸 标签 的 重组 堡 日 进行 旬 住 亲 和 层 析 纯 化 。 将 纯 
化 的 重 日 制 样 ,用 15% 分离 胶 做 SDS-PAGE 电泳 ， 
电泳 结束 后 转 到 NC 膜 ,封闭 液 封闭 2 ~3 h, TBST 
洗 膜 后 加 入 Anti-His Antibody, 4%C EBORE A , WER, 
IHA ÆDE ER IgG-HRP Zi ,37C 9A 2 h, BF TBST 
漂洗 ,最 后 用 ECL 显 色 液 显 色 鉴 定 表达 产物 。 
1.7 qPCR 检测 Omb 基因 在 飞 蝗 不 同 发 育 时 期 和 
成 虫 组 织 中 的 表达 谱 

Ad VU Omb 基因 序列 设计 定量 引物 ( 表 1)， 
用 B-actin 基因 作为 内 参 ,qPCR RW KIE Omb 基因 
在 不 同 发 育 时 期 ( 飞 蝗 1 -9 HRI -5 NS Ua 
和 雌雄 成 虫 ) 和 成 虫 不 同 组织 ( 足 胸部. 翅 和 腹部 ) 
中 相对 表达 量变 化 ,反应 体系 (10 uL): cDNA 
| uL, SYBR Premix Ex Taq I 5 nL， 上 下 游 引物 
(10 pmol/L) 各 0.5 uL, 超 纯 水 3 uL, 365], 离心， 
MA KIC E PCR 仪 中 进行 扩 增 。 反 应 条 件 : 
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95% 10 min; 95% 15 s, 53%C 1 min, 40 个 循环 。 
每 个 样本 设 3 个 生物 学 重复 ,采用 2 ”法 进行 数 
据 处 理 。 采 用 SPSS 20. 0 软件 中 的 ANOVA 法 进行 





单 因 系 和 双 因 系 方 差分 析 , 并 选用 多 重 比较 进行 显 
于 性 差 寞 分 析 , 其 中 P<0.05 表示 样本 间 存 在 显著 
差 寞 ,P<0.01 表示 样本 间 存 在 极 显 车 差 卉 。 











表 1 引物 信息 
Table1 Primer information 
引物 引物 序列 (5 -3 7) 用 途 
Primer Primer sequences Purpose 
Omb-F1 GAAGGCTGACCCTGA A ATGC PCR 扩 增 
Omb-R1 CTTGGCGAAGGGGTTGTTAT PCR amplification 
qRT-Omb-F TGACCCTGAAATGCCTAA 
qRT-Omb-R GCTTGTCGGAAATGTTGT qPCR 
B-actin-F CGAAGCACAGTCAAAGAGAGGTA 
B-actin-R GCTTCAGTCAAGAGAACAGGATG 
Omb ( BD)-F2 cgeggatecTTCCCGCAGATGA AGTTT 原核 表达 
Omb ( BD) -R2 ccggaattcCGACACGGGATGCCTCTG Prokarytic expression 


2 结果 


2.1 KE Omb 基因 克隆 与 分 析 
LJ. KIE cDNA 为 模板 ,以 Omb-F1ZOmb-R1 为 引 
7.9 X5 Kd Omb 基因 开放 阅读 框 的 部 分 序列 ， 
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查询 序列 Query seq. 


特异 位 点 Specific hits 
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TBOX superfamily 


命名 为 Lm0Omb( GenBank 登录 号 : MG867658) ,长 度 
为 792 bp ,其 中 保守 序列 为 548 bp, 编 码 264 个 氨基 
酸 。 利 用 NCBI 的 CD Search 工具 分 析 Omb 的 氨基 
酸 ,结果 显示 该 蛋白 在 第 37 -219 位 氨基 酸 之 间 存 
竺 一 个 T-box superfamily 保守 结构 域 ,属于 T-box 超 
家 族 成 员 之 一 (图 1)。 








150 250 206 


图 1 KIE LmOmb 重 白 序列 的 保守 结构 域 的 预测 


Fig. 1 


2.2 LmOmb 氨基 酸 的 同 源 比 对 及 系统 进化 分 析 

利用 LmOmb 编码 蛋白 的 氨基 酸 序列 在 NCBI 
上 上 进行 BlastP 比 对 分 析 , 结 果 发 现 : LmOmb 5j 2E 3H 
日 祝 KE Nilaparvata lugens Omb( GenBank 登录 号 : 
XP. 022186256. 1) 存在 较 高 的 同 源 性 ,氨基 酸 序列 
一 致 性 达到 93% ; HL UX E 5 XUI E] EX ES AR 
Drosophila busckii Omb (GenBank X* 3€ 5.: XP — 
017852720. 1) , Drosophila willistoni Omb ( GenBank 
登录 号 : XP 023037151.1) æt Lucilia cuprina 
Omb ( GenBank 登录 号 : KNC34109. 1) ,氨基 酸 序列 
一 致 性 均 为 92% (图 2)。 

分 析 LmOmb 及 不 同 物种 之 间 的 亲缘 关系 , 利 
用 从 NCBI 的 GenBank 中 搜索 得 到 14 种 昆虫 和 1 
种 斑马 鱼 的 Omb A 基 酸 序列 ,基于 Omb ARY 
列 构 建 NJ 系统 进化 树 ( 图 3) 。 结 末 显 示 : 双 芭 目 、 
I A ARH H 4g] EPOR EI — P 43 5c, 1H. EGRE H 


The putative conserved domains of the LmOmb protein from Locusta migratoria 


Hy KHE L migratoria 5;2E XH H By KELN. lugens 
RAPE, Ere BE 7696, EENS H 8 2g 1H 
妹 群 ,置信 和 度 为 66% 。 
2.3 原核 表达 及 Western blot 检测 

LmOmb 编码 区 获取 后 ,构建 重组 表达 载体 pET- 
30a-LmOmb 并 转化 到 表达 衍 主 菌 BL21(DE3 ) 中 ,在 
IPTG 诱导 表达 5h 后 ,经 过 1596 RIN dts [ot ac GERE E 
VK 6 x His 标签 单元 隆 抗体 免疫 印迹 分 析 , 在 30 
kD 左右 位 置 产 生 特 异性 和 蛋白 条 市 (图 4)。 而 未 族 
嘻 阔 液 在 相应 位 置 没 有 产生 特异 性 重 晶 表达 (图 4: 
A, 第 1 泳 赴 )。 通 过 可 游 性 分 析 , 发 现 该 重 日 主要 
以 包涵 体 的 形式 存在 。 并 且 锡 柱 亲 和 层 析 纯化 蛋白 
结 采 显示 与 表达 和 集 日 大 小 一 人 致 (图 4: A, 第 5 DK 
JH) ;表达 产物 Western blot 印迹 分 析 结 果 表 明 , 所 
AA BU SR EM SEA H WEHA A: B). 
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ApOmb VTL I IEMVITESGRCMFECMZERVSG AAZXYILLLDIVAALLYRYRFZNSRWMVAGRALPEMERRMYIHELDS ejoXeimiolea 100 
LdOmb VTLEGXHIBL XSGROQMFEQCMEERVSC ARAXYILLLDIVAADLLYRYREZNSRWMVAGRALPEMPRRMYIHPLDS ezalol aasa 100 
DbOmb V Gz "IT<XSGRC}. CQMHKXERVSCLIODEXKXAXYILLLCIVAACCYRYXFHNSRWMVAGCXACFEMPXRMYIHPICS ezaei0 Gionata 100 
DwOmb VTLEGIBLWEXFHXLGTEMVITXSGRQ? MEZXRMYIZHELDS esoeiiolereKS3 100 
TcOmb VILEGHBLWERFZELGTEMVITERSGRCMFECMEERVSG ARAXYILLLDIVAADLLYRYAEZNSRWMVAGRADLPEMPZRMYIHPLDS esoeloleraM S3 100 
AgOmb V 6632s LOS EMV 010.93 S ACIE EKAZYIL VAACCYRYXFHNSRWMVAGXACPEMPXRMYIHXFICS ezoer0ioier S N33 100 
EmOmb VTLEGZ XSGRCE RERVYSG XAXYILLLCIVAACCYRYXFHNSRWMVAGKACPEMPXRMYIXFPITS SteoieivjoteAwsa 100 
OaOmb prgiporer; ERROR: G ITXSGRQL? o MZERVSGLIOPZAXYILLLCIVAŁACCYRYXFHNSRWMVAGKACPEMPXRMYIHPICS esoeiiolera Kia 100 
DsOmb V GzEZBIWEXFHELGTEMVITESCRGQL 010.93 S ACIE ZAKYILLLCIVAACCYRYXFHNSRWMVAGXACFPEMFPFXZRMYIHPIĽS G DOCS KSJ 100 
LcOmb V TX CQMYXERVSGCLIOEXAXYILLLCIVAACCYRYXFHNSRWMIACXACFEMPXRMYIHXHPICS G je 100 
PgOmb igiborer T e CMRERVSGLIEZARYILLLDIVAALDYRYZEHNSRWMVAGCZALEEMEZRMYIZHPEDS esolo Sleat 100 
BiOmb “TLEGAILWE: G 2 QMHKXERVSGCLIZAXYILLLCIVAACCYRYXFHNSRWMVAGXACPEMPXRMYIHPCSPAŞCEQWMQEKVV SF — 100 
BoOmb S XEE32: TRAC ITKS( VSG SXAXYILLLCIVAACCYRYXFHNSRWMIAGCXACPFEMPXRMYIHXHPITCS G QOIeeu 100 
LmOmb . PORAC FS TEMV VSGLGEEAZYILLLDIVAALDYRYREZSLSRWMVAGRALPEMPERRMYIHPDS GERNI4RAXVVSE 99 
NiOmb VILEGHBLWLEXEZELGTEMVITZSGRGMEECHMEERVSGLIEZAZXYILLLDIVASLDLYRYZEHNSRWMVAGZADEPEMPZRMYIHEPDS e Merced 100 
Consensustlegk lw kfhklgtemvitksgrqmf qmkfrvsgl kakyillldiva ddyrykfh srwm agkadpempkrmyihpdsp  geqgwmgkvvsf 


ApOmb HEXLEXLTNNISLEHG P" NSMHXYQPRFHLYVY K FIAVTAYCNERITCLEIDLNNPFAXGER 183 
LdOmb HKLKLTNNISLKHG NSMHKYCEPREHLYVY FIAVTAYÇQNEXITQLXICNNPFAXGFE 180 
DbOmb HXLXLTNNISCXHG seeeee NSMHXYÇQPRFHLVY AVTAYQÇQNEXITQLXICNNPFAXGFE 183 
DwOmb BHELEXLTNNISLEHG ee NSMHXYQERFHLYVY AVTAYÇQNEXITQLXICNNPFAXGFE 183 


TcOmb BELELINNISDZZCIENEE . ILNSMHXYQERFHLYÝRA? 
AgOmb HXLXLTNNISCXHG NSMRXYÇQPREHLVRAN 


VTAYQÇQNEXITQLXICNNPFAXGER 180 
VTAZYÇNEXITÇLXZ IL EE 181 


VTAYCNERITCLXIDLNNPFAEKGE 


N OON OONO OON OON 
4 


Ya 


Fit tii "o fat nd 


nj oi nd nd nd otn nd nd nd nq on nr ond nd Hd 
4E EIE EE EE EE EE EHE EHE ELE HH 


A UE ER TA OE Eon EE EAT UAI ERU hs ER ETE TIE, NEG 
Ve Laer pu cedo bere kon dU onc M: 


EmOmb AXKLEXLTNNISLEHG NSMHZXYCFRFHLVRANE K A SFR 183 
OaOmb HEXLEXLINNISLDEHG NSMHKYÇQPERFEHLYVY K AVTAYQÇQNEXITQLXICNNPFAXGER 183 
DsOmb HRLELINNISLZEHC NSMHZYCFPRFHLVRA X AVTAYQÇQNEXITQLXICNNPFAXGEFR 183 
LcOmb HKLKLTNNISLKHG "I NSMHZYCFPRFEHLVRA? K AVTAYÇQNEXITQLXICNNPFAXGER 183 
PgOmb NSMHEZYCFERFHLVRAh < AVTAYCNERITGCLEILNNEFAXGER 183 
BiOmb eco NSMHXYÇQPRFHRHLV X AVTAYQÇQNEXITQLXICNNPFAXGFR 183 
BoOmb KLT 。 NSMHZYCERFHLIVRA K AVTAYÇQNEXITQLXICNNPFAXGFER 183 
LmOmb JHXYQERFHLVRAN < YY 工 ATYRNEXSIIRLXILNNEEAXGER 182 
NiOmb K ‘SVTAYQNEXITQLXICNNFFAXGFR 180 





Consensuhklkltnnis khgf ilnsmhkyqprfhlvran i klpystfr yvfketefiavtayqnekitglkidn 


图 2 KU EIE Omb E HARFI EEG] 
Fig. 2 Multiple alignment of amino acid sequence of Omb proteins from Locusta migratoria and other insects 
Omb 来 源 物 种 及 GenBank 登录 号 Origin species of Omb proteins and their GenBank accession numbers; F4*7E J Agrilus planipennis, XP _ 
018321682.1; HÆ FH IE Leptinotarsa decemlineata, XP. 023016183. 1; 巴 氏 果 晶 Drosophila busckii, XP. 017852720. 1; Drosophila willistoni, XP_ 
023037151.1; IWA Tribolium castaneum, KYB26910. 1; 光 肩 星 天 牛 Anoplophora glabripennis, XP. 018562027. 1; 兰花 蜂 Eufriesea mexicana , 
XP. 017755914. 1; Æ} Orussus abietinus, XP. 012274205. 1; Drosophila sechellia, XP. 002037013. 1; 铜绿 晶 Lucilia cuprina, KNC34109. 1; 牛角 刺 
PERY Pseudomyrmex gracilis, XP. 020287251. 1; 能 蜂 Bombus impatiens, XP. 012238806. 1; Tfi R tẹ Bactrocera oleae, XP. 014091807. 1; Kt 
Locusta migratoria, MG867658 ; 4 &&& Nilaparvata lugens, XP. 022186256. 1. Consensus; 共有 序列 Shared sequence. 黑色 阴影 标示 为 相同 的 氨基 


KZ. The common amino acids are indicated with black shadow. 





76 TcOmb (KYB26910.1) 


69 
" AgOmb (XP. 018562027.) | iius E Coleptera 


LdOmb (XP. 023016183.1) 

66 ApOmb (XP 018321682.1) 
LmOmb (MG867658) | EGHH Orthoptera 
22 76 NlOmb (XP 022186256.1) | :EXB E Hemiptera 


DsOmb (XP. 002037013.1) 
LcOmb (KNC34109.1) 
BoOmb (XP. 014091807.1) 
"T DbOmb (XP. 017852720.1) 
77 DwOmb (XP. 023037151.1) 
BiOmb (XP. 012238806.1) 
7 PgOmb (XP_020287251.1) | mim £ Hymenoptera 


g2 EmOmb (XP 017755914.1) 
84 OaOmb (XP 012274205.1) 


DrOmb (NP 001095854.1) | 9E H Cypriniformes 
图 3 ”基于 飞 蝗 及 其 他 昆虫 Omb 蛋白 氨基 酸 序列 的 系统 进化 树 


Fig. 3 Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of Omb proteins from Locusta migratoria and other insects 
Omb 和 蛋白 来 源 Origin species of Omb proteins; TcOmb:; IWAK Tribolium castaneum; AgOmb: 光 肩 星 天 牛 Anoplophora glabripennis; LdOmb: 马 铃 
3E EH rii Leptinotarsa decemlineata; ApOmb: HÆ d: J Agrilus planipennis; LmOmb: KiF Locusta migratoria; NIOmb: 褐飞虱 Nilaparvata lugens; 
DsOmb; R tẹ Drosophila sechellia; LcOmb:; 铜绿 晶 Lucilia cuprina; BoOmb:; With F bg Bactrocera oleae; DbOmb:; E RR tẹ Drosophila busckii ; 
DwOmb: Drosophila willistoni; BiOmb: 能 蜂 Bombus impatiens; PgOmb:; ^F ffj |f BY Pseudomyrmex gracilis; EmOmb: 兰花 蜂 Eufriesea mexicana ; 
OaOmb; Æt% Orussus abietinus; DrOmb:; EB ff. Danio rerio. 使 用 MEGA6.0 软件 中 的 邻接 法 构建 系统 进化 树 ,进行 1000 次 重复 计算 。The tree 
was conducted by MEGA 6.0 using neighbor-joining ( NJ) method, and 1 000 replications were performed. 


96 
X33 H Diptera 
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图 4 EHEH LmOmb 表达 分 析 (A) 及 其 Western blot 验证 (B) 
Fig. 4 Expression analysis ( A) and Western blotting ( B) of the recombinant LmOmb fusion protein 
M: EHE T Œ Protein molecular weight marker; 1: 未 加 IPTG 诱导 的 pET-30a/LmOmb 表达 产物 Expressed product of pET-30a/ LmOmb 
without induction with IPTG; 2: 加 IPTG 诱导 的 pET-30a/LmOmb 融合 蛋白 Expressed fusion protein of pET-30a/LmOmb induced with IPTG; 3: pET- 
30a/LmOmb WA EHE} Supernatant of the induced fusion protein of pET-30a/LmOmb; 4: pET-30a/LmOmb 融合 和 蛋白 包涵 体 Inclusion body of 
induced fusion protein of pET-30a/LmOmb; 5: 纯化 的 pET-30a/LmOmb 融合 蛋白 Purified fusion protein of pET-30a/LmOmb; 6, 7: 6 x His 标签 
Western 印记 杂交 Western blot with 6 x His tag. 





2.4 LmOmb 在 飞 蝗 不 同 发 育 时 期 及 成 虫 组 织 
的 表达 谱 

采用 qPCR 检测 LmOmb 基因 在 不 同 发 育 阶段 
包括 不 同日 龄 胚胎 、1 — 5 龄 不 同 天 数 的 奋 虫 和 雌雄 
成 虫 整个 个 体 中 的 表达 谱 ( 图 5), 结 果 显 示 : 
LmOmb 基因 在 飞 晶 的 不 同日 龄 豚 胎 A E HERI JV. R 





的 后 期 表达 量 达 到 最 高 ,进入 和 奉 虫 期 后 ,ZLmOmzb 基 
因 的 表达 量 逐 渐 下 降 , 且 各 龄 若虫 之 间 表 达 量 相对 
SERA. FH qPCR 检测 LmOmb 基因 在 成 虫 不 同 组 织 
中 的 表达 (图 6), 结果 显示 : LmOmb 基因 在 雌雄 成 
虫 的 胸部 腹部. 怒 和 足 中 均 有 表达 ,在 雌 成 虫 胸部 
中 的 表达 量 最 高 ,在 雄 成 虫 足 和 翅 中 的 表达 量 相 对 











期 均 有 表达 ,其 中 豚 胎 期 的 表达 量 较 高 ,在 豚 胎 发 育 
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图 5 LmOmb 基因 在 发 晶 不 同 发 育 时 期 中 的 相对 表达 量 
Fig. 5 Relative expression levels of LimOmb in different developmental stages of Locusta migratoria 
Em-1 -9: 分 别 为 1-9 Hiit] 1 -9 day-old embryo, respectively; NI-2, NI1-5: 分 别 为 1 龄 第 2 和 5 RAIE Day 2 and 5 1st instar nymph, 
respectively; N2-1 26: 分 别 为 2 龄 第 1 —6 X; à, Day 1 -6 2nd instar nymph, respectively; N3-1 -8: 分 别 为 3 HE 1-8 KIHE Day 1-8 
3rd instar nymph, respectively; N4-2, N4-5: 分 别 为 4 龄 第 2 和 5 RAJAI Day 2 and 5 4th instar nymph, respectively; N5-2 -7: 5 龄 第 2 -7 天 的 
zh Day 2 -7 5th instar nymph, respectively; FA; MEDIE, Female adult; MA ; HRE Male adult. 不 同 发 育 时 期 的 基因 表达 量 以 1 龄 第 $ 天 若虫 
中 的 表达 量 为 基准 。 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 , 柱 上 星 号 代表 差异 显著 (P<0.05) ,双星 号 代表 差异 极 显 著 (P <0.01) (One-way ANOVA, 


多 重 比 较 ) The relative expression level of gene in different developmental stages was normalized to that in the day 5 1st instar nymph. Data in the 








figure are mean + SD, and the asterisk and double asterisks above bar indicate significant difference ( P «0.05) and extremely significant difference ( P < 


0. 01) , respectively, by One-way ANONA and multiple comparison. 
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图 6 | Lm-Omb 基因 在 飞 曙 成虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 











Fig. 6 Relative expression levels of LmOmb in 
different tissues of Locusta migratoria adults 
图 中 数值 为 平均 值 上 标准 差 , 柱 上 双星 号 代表 差异 极 显 车 (P< 
0.01) ( Two-way ANOVA , Z :& L7) e Data in the figure are mean 4 








SD, and double asterisks above bars indicate extremely significant 


difference by Two-way ANONA and multiple comparison ( P «0.01 ). 


3 讨论 


3H BS Jc ^E: fi E TELE WEE . 寻 偶 、 扩 大分 布 和 避 敌 
等 方面 获得 了 优越 的 竞争 能 力 ,是 昆虫 纲 成 为 最 索 
来 的 生命 类 群 的 重要 原因 之 一 ; 随 看 分 子 生物 学 的 
发 展 , 迄今 大 量 关 于 昆虫 翅 发 育 的 研究 成 末 已 经 被 
积累 ,模式 昆虫 末 晶 薄 的 发 育 分 化 的 主要 过 程 及 分 
子 机 理 已 经 逐渐 清晰 。 芭 发 育 关 键 基因 虽然 随 肴 不 
E E BWER ENE [BERA ERSTE, 
此 不 同 昆 虫 翅 发 育 的 研究 成 有 末 对 于 人 研究 飞 蝗 翅 的 发 
育 具有 重要 的 参考 意义 。 

本 研究 通过 克隆 得 到 了 一 个 长 度 为 792 bp 3 
有 完整 T-box 结构 域 的 一 段 LmOmb 序列 ,经 过 
NCBI 的 检测 ,确定 克隆 出 的 重 日 是 T-box 超 家 族 成 
员 之 一 ,与 墨 腹 果 晶 、 赤 拟 谷 次 Tribolium castaneum 
中 预测 的 结构 相同 ( Brisson et al., 2004) ;氨基 酸 序 
列 一 致 性 分 析 和 表明 LmOmb 54 KA Omb 一 致 性 最 
高 ,达到 93% ;在 进化 地 位 上 也 最 近 , LmOmb 与 半 
WH HAI CE Omb 聚 为 一 文 , 置 信 度 为 76% ,由 此 
说 明 ,该 基因 除了 结构 上 具有 保守 性 外 ,也 存在 一 定 
的 差异 ,表明 该 集 日 在 不 同 物种 间 的 功能 也 会 有 所 
不 同 。 通 过 原核 表达 获得 LmOmb 融合 蛋 晶 ,SDS- 
PAGE 和 Western blot 检测 结果 相同 ,该 集 日 分 子 量 
30 kD ,与 推测 的 分 子 量 大 小 一 致 , 为 制备 飞 晶 Omb 
重 白 特 异性 抗体 和 进一步 深入 研究 该 重 白 的 功能 提 
供 依据 。 通 过 对 LmOmb 基因 在 飞 蝗 不 同 发 育 时 期 
和 成 虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 分 析 表 明 , LmOmb 



































基因 在 刀 和 足 中 的 表达 量 相 对 较 高 ,在 早先 的 研究 
中 发 现 0mb 基因 是 冰原 基 和 腿 原 基 发 育 中 必 不 可 
人 少 的 基因 之 一 (Pflugfelder and Heisenberg, 1995), 
推测 LmOmb Æ KXT KEWER AARAM 
作用 。Lm0mb ÆHEKERA BT EET 3x5 , 1Ha 
发 育 时 期 表达 量 明 显 高 于 其 他 发 育 时 期 ,在 在 虫 阶 
段 的 表达 量 基 本 相对 稳定 ,这 与 小 地 老 席 Agrotis 
ypsilon 中 Dpp 基因 ( Omb 基因 属于 Dpp 的 靶 标 基 
因 ) 在 不 同 发 育 阶段 的 表达 谱 相 一 致 ( 魏 玮 ， 
2014) ;在 昆虫 的 发 育 中 , 豚 胎 发 育 时 期 是 昆虫 码 芽 
形成 的 重要 时 期 ,Omb IAW IE A RIA X A F AIE 
TJERA E E KIE E AR XT ESO A/P 隔 间 边界 
ZE TL AS E WAJE SEE 26r K BETE BI E FH s UR EA SF 2H E 
不 能 正常 表达 Omb ÆA, A/P 隔 间 边界 出 现 
明显 的 次 沟 AES ATERA B TEUR 
虫 翅 出 现 残 疾 (Shen et al., 2008, 2010) 。 该 研究 为 
晶 灾 的 防护 与 治理 提供 了 重要 的 思路 与 依据 。 
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